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Summary 
The partia1 purification of an acetone inso1ub1e fraction (AIF) from the leaf sap of 
Chenopodium album L. was described in this report. AIF was prepared by the following 
procedures: The supernatant fiuid of the leaves of C. album was obtained from 1eaf homo剛
genates with thrでcvolumes of 0.2 1¥1 phosphate bu能rsolution (pH 6.0)ラ andwas addecl 
an equal volume of accton巴 Thcprecipitatc was dissolvccl in dcionizecl watcr and 
clialyzcd against watcr. Thc solution was tcntatively callecl an acetone insoluble fractIon 
(AIF). AIF w部 scparatcclby using 40-85% saturatecl ammo出1msulfate fractionation. 
Thc ammonium sulfi'tc [raction was chromatograph巴don a co1umn of Sephadex G-IOO. 
This fraction was separatccl into six [ractions on a column of DEA日岡田llulose. It was 
founcl that thc passing fraction through thc co1umn showecl the most inhibitory action 
among thc six fractions. The passing [raction was separatecl into four fractions by 
C:1¥ふSephadexco1umn chromatography. Two fractions with high activitics were elutccl 
with 0.1 1¥1 NaC1 and 0.6 1¥1 NaCI in 0.01 1¥1 sodium acetate bu釘er，pH 3.9. 
From the above 1'esults， il seems likely lhal lwO 01' mo1'e kincls o[ proleins a1'e contained 
as majo1' inhibilors of virus iniection in lhe leal' sap 1i、omC. albull. For purification pro司
cedure of thcse inhibitors in the 1eal' sap of highe1' p1ants， itis n巴cessaryto determine re-
















バコ (NicotianαglutinosaL.品事rBright yellow)に接穣して 3週間f=1のd際病葉から Steere9)の
変法により精製したものを}日いた.検定植物にはおこと20C の空調視議内で育成したインゲン
CPhaseolus vulgaris L.品積改良大手亡)の初生誕を使用した. アカザ、属縦物としては自生のシ















~企業を用い，各実験では 2-4 回の反復試験を行なった.なお， TMVの濃度は波長 260nmに















て採取し 0.005Mリン駿緩衝液 (pH7.5)に溶解した. この捺淡を40~ぢ沈殿磁分と称した. つぎ
に，遠心 u奇lζ8596飽和となるよう硫安を力nえ，前記とInJ様lとして生じた沈殿物の溶液を調製し，
これを40~8596沈殿樹分と;fB;した.この処取により得られた遠心上消を8596上消極分と;fB;した.




AIF の硫安分別による 3 随分の添液中に含まれる蛋 I~質の濃度を段初の段階で得られる搾汁
液の遠心と消の液抵当りに換算すると A280の値 (3国の測定値の平均)は4096沈殿閥分では
0.042 (0.020， 0.027， 0.078)， 40~8596i沈殿圏分では0.435 (0.182， 0.333， 0.79)， 85 タ~J:清
酒分で， 0.054 (0.031， 0.074， 0.058) であった(指弧内の{[1は測定依).つぎに， 3岡分の希
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Fig. 1. The inhibitory cffects of ammonium sulfate fi'actionation of thc acctonc insolublc fraction 
from thc kaf sap of (及。/Otodil1l/lalbum L. on tobacco 1110S3 ic virus infcction. 
長島，40~/~ 悶 luratcdammoniu111 sulfatc; 0， 40--850/0 saluratcd al11moniul11 sulfatc. 
Twelve half-lcavcs of Phas即11lsvlIlgaris L. wcrc il10culatccl with thc mixturc containil1g 
an equal volul11e of purifiecl tobacco l110saic virus inoculum ancl thc knowl1 concentrations 
of thc fi'actions， wher官asthe control 12 half-leaves werc inoculatecl with the inOClllul11 
dilltecl with an eqllal volul11e of deionized water骨
Inhibition rate was al1 averagc of 12 inclividllal values basecl 01 calclllatiol1s bヴ the
/ . No. of local lcsions 01 test half-leaf following forl11ula; (1- "OV~r ~~ ，v~':~::~:"~H:.V':. '~:'. ~.:.~ l~~;"_r ) X 100 5 .lv.tll.t¥.U， ¥.l -Nζ百円高訂五sions五百controlhalf-leaf ) 
殿磁分では， 9596のJ感染阻止t容を示すに必要な濃度はA280の1.2以ヒであり，これより以下の濃
度では感染阻止ネは漸次低下した.-}j， 40~8596沈殿樹分は A280 0.05以上の濃度で TMV に
よる局部病斑の形成をほぼ完全に抑え，得られた感染組J.I:率は 95~100 %であった.つぎに， 85 








セファデックス G…50および G--100(Pharmacia社製)を用いて， )阪il認させ微校予を徐いた後，
セファデックスの王子衡化は 0.005Mワン酸緩衝液 (pH7.5)により行なった.セブァデックス G-
50カラム(1.5x42cm)には 2mlの試料を添加し，伺じ緩衝液を用いて下降法lとより流速lOml/
hrで2mlずつ分取した.同時vc.， Uvicode I (LKB社製〉を用いて透過率を測定した.セプア
デ、ックス G-100カラム (3.5x90cm)には 8mlの試料を加え，上記と向ーの緩衝液を汚いて上昇ー




が Fig.2である.すなわち， ζの回分は3つのピークに分別された.得られた 3ピークによる
感染阻止作用を検討した結果， 1のピークでは AZ80が0.5で‘感染1:且比率は10096で・あったが， I
あるいは IIIのピークでは A280 が4.0の濃度の試料を用いてもIUl止作用は全くみられなかった.
つぎに，セファデックス G-100カラムによる溶出パターンを示したものが Fig.3であるが，
溶出されたピークをJI仮次 1，I， III， IVと称した.これらのピークによる感染限比作用についての













Fig. 2. Sephadex G-50 column gcl filtration of ammonium sulfate (40-85%) fraction of the 
acctone insoluble fraction from the leaf sap of Chenopodium album L. 
A 2 ml sample was applied 1:0 a Sepl四 lexG-50 column (1.5 x 42cm) that had 
been equilibrated with 0.005 M phosphate buffer， pH 7.5， and was eluted with the 
same buffer. てrheflow rate was 10 ml/h， and fractions of 2 ml were col!ected. 
99 佐古:アカザ康被物の搾汁液にみられるウイノレス感染liJl止作用(第4報)
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Fig.3. Sephadex G-IOO column gel filtration ofammonium sulfate (40-85%) fraction ofthe 
acetone insoluble fraction from the leaf sap of Chenotodillm albllm L. 
A 8 ml sample was applied to a Sephadex G-IOO column (3.5 x 90 cm) that had 
been equilibrated with 0.005 ~νI phosphate buffer， pH 7.5， and was eluted upward 
with the same buffer. The flow rate was 20 ml!h， and fractions of 5 ml were 
collected. 
(A280口 1.2)で10096の阻止率が得られた.しかしながら， mあるいは IVでは高濃度 (A280







予倣試験の結泉から， I陰イオン交換セノレロースとしては DEAEー セルロース (Brown社製)を
用い，これを純水で-洗厳し，微粒子を除去した後，常法:!ζ従って調製しカラム管lζ充填したもの
を使用した.カラム(1.5x 13cm)の平衡化は 0.005Mリン酸緩衝液 (pH7.5)で行ない，試料を
添加したカラムを河緩衝液で洗った.つぎに，カラムに吸着された物質は O.lM，0.2M， 0.3M， 0.5 







0.05以上で TMVの感染を完全にi阻止し， A280が0.01では9096の感染姐止率を示した. つぎに，

































Fig.4. DEA芯cellulosecolumn chromatography of ammonium sulfate (40-85%) fraction of 
the acetone insoluble仕actionfrom thc lcaf sap of C古eno戸odiumalblll L. 
A 12 ml sample was applied to a DEAE倫cellulosecolumn (1.5 x 13cm) that had 
been cquilibrated with 0.005 M phosphate buffer， pH 7.5， and was eluted stepwisely 
with the same buffer， 0.1 M NaCI， 0.2 ~ν'1 NaCI， 0.3 M NaCI， 0.5 M NaCl， and 
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Fig. 5. Thc inhibitory effects of various fractions by DEAE・ccllulosecolumn chromatography 
on tobacco mosaic virus infection. 
.， passing fraction; 0， 0.1 M NaCI fraction; 口， 0.2 M NaCI fraction; 
A ， 0.3 M NaCI fraction; x. 0.5 M NaCI fraction; 図， 1.0M NaCl合action.
The a悶aymethod and inhibition rate wer官 thcsame as in Fig. 1. Enhance 
rate was an average of 12 individual values ba問don calculations by the foIlowing 
No. of local lesions on test half-Ieaf¥ formula:' J.'IV. V~ ~vt..-a.Å .1I..，')J.v.u，')vu 1，，¥..'-)1，. .u..u.-....Q.J. 1 x 100 



















の緩衝液は弓)O.01Mリン被絞衝液 (pH6.0)，②O.01M酢酸緩衝液 (pH4.9)および ①同緩衝液
(pH3.9)の3種類を供試した. 拭料の添加は Viskingチニェー ブをmいそれぞれの緩筏液に対す
る透析処理後に 3額類の絞衝波で別々に王子衡化したカラム(1.5x 21cm) に注入することによ
り行なった.それぞれの緩衝液を流すことにより米吸えまのi磁分を分取した後，カラムに吸器した








Fig.6である.この結栄， 51ミ吸器， O.lM， 0.3M， 0.6M NaCl による 4画分が得られたので，これ
らの閥分の濃度とウイルス感染阻止作郊との関係について試験した結果を Fig.7!乙示した.
以上の結果から， 0.lMおよび 0.6MNaCl による調分はそれぞれ A280が0.03，0.04以上の濃
度で， TMV 感染与を完全に1[.J1:し，これ以下の濃度でも感染阻止率は徐々に低下するが，十分な
感染阻止が認められた.つぎに， 0.3M NaCl によるilI分では， AZ80が0.14以上の濃度で感染経
1:本は1009ぎを示したが， 0.04の漉皮の場合， 4096前後であった.以上の他l乙，米!汲若it!IT分を用
いた結果では AZ80が0.04でかなり感染の促進が認められた.
従って， CMー セブァデックス C-25カラムクロマトグラフィーにより分別された各額分のうち，





























Fig. 6. CM-Scphadcx C-25 column chromatography of the passing fraction by DEAE-cellu帽
lose column chromatography. 
A 12 ml sample was applied to a CM暦SephadexC-25 column (1ふ<21 cm) that 
had been equilibrated with 0.01 M sodium ac巴tatcbuffer， pl王3.9，and was e1uted 
stepwisely with the same buffer， 0.1M NaCI， 0.3 M NaCI， and 0.6 M NaCl in the 
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Fig. 7. The inhibitory effects of various品、actionsby C芯I-SephadexC・25column chromato-
graphy on tobacco mosaic virus infection. 
A， 0.1 M NaCl 命action; 0，0.3 M NaCl fraction; _， 0.6 M NaCl fi'action. 






部分的精製法そすでに報告し4) 方，この間に Smoolder8)や谷口ら10，11) も同様な試験を行な
い，その結果を報告しているが，この物質はいまだに単離されたとは言い難いと考えられる.






















フィーにより，米吸着極分を含めた 4i窃分が得られた.これらのうちでは O.lMと 0.6MNaCl 
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